プロトカドヘリンの結合タンパク質の同定および機能解析 by 久保田 将規
2010年度 修士論文要旨
               関西学院大学大学院理工学研究科








に関与しているということが示唆されている。しかし当研究室で研究されている Pcdh1 や Pcdh19 の結
合タンパク質は未だ同定されておらず、その機能もほとんど知られていない。そのため本研究では、





行った。共免疫沈降を行う試料には、リン酸カルシウム沈殿法を用いて HAタグ融合 Pcdh1と FLAGタグ
融合 NIBPを一過的に発現させた HEK293T 細胞を用いた。共免疫沈降は抗 Pcdh1抗体と抗 FLAG抗体を用
いて行った。また創傷治癒アッセイには、Pcdh19安定発現 L細胞と、細胞内領域の CM1以降の配列を欠
損している Pcdh19 安定発現 L 細胞と野生型の L 細胞を用いた。創傷治癒アッセイは、ガラスボトムシ
ャーレ上の細胞のシートに引っかき傷（スクラッチ）を与え、37℃、CO?濃度 5％の条件下、3分ごとに
6 時間、スクラッチ部位の細胞の撮影を行った。免疫蛍光染色は、固定に 1％PFA を用いて、抗 HA 抗体
で HAの染色を、ファロイジンでアクチンの染色を行った。
GSTプルダウン法によって、Pcdh1CM1/2 や Pcdh19CM1/2 と相互作用する候補タンパク質が複数得られ
た。次に LC/MSを用いた質量分析によって、Pcdh1に特異的な結合タンパク質の候補として NIBP、Pcdh1
と Pcdh19 に共通の結合タンパク質の候補として Nap1と CYFIP2 を同定した。NIBPと Pcdh1 の相互作用
は免疫沈降法で確認することができた。また Pcdh19 の結合タンパク質候補が CM2 以降の配列に結合す
ることを明らかにした。さらに創傷治癒アッセイを用いて Pcdh19 が与える細胞の移動速度・移動の非
直線性の影響を調べた結果、Pcdh19を導入することで移動速度に変化は現れなかったが、非直線的な移
動を行うようになり、CM 領域を欠損すると直線的に移動していくことが分かった。さらに Pcdh19 を発
現することによって生じる細胞周囲の波打つ部位（膜ラッフル）でアクチンの局在が顕著に見られたが、
その CM 領域を欠損した変異体を用いた場合には、膜ラッフルでの局在はほとんど見られなくなること
が分かった。
NIBPは NF-κB経路の活性化を通じて神経の分化を促進していることや、NIBPの変異が知的障害に関
わることから、Pcdh1に特異的な機能として神経分化を制御している可能性が示唆される。一方、Pcdh19
と同グループの Pcdh10は Nap1と相互作用し接触阻害に関わることが知られている。今回、Pcdh19につ
いても、膜ラッフルをよく形成して非直線的な移動を促進していることから、Pcdh10と同様に接触阻害
に関わる可能性が示唆される。
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